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ORJINAL MAKALE

Cerceve kaymasi1 ve baz cifti degisimi mutasyonlarina kars1 etkili
dogal iki Taraxacum tiirii: Mutajenik, antimutajenik, antioksidan

degerlendirme

Ahmet UYSAL, Gékhan ZENGIN, Erdogan GUNES, Nazife EKSINAR UYSAL

0oz

Son yillarda bitkiler ve bitkisel triinler, diisiik toksisite ve
yan etkilerinden dolay1 farmakoloji ve gida endiistrilerinde
artan bir 6nem kazanmiglardir. Asteraceae familyasina ait
olan Taraxacum cinsi,eski ¢aglardan buyana geleneksel tipta
kullanilmistir. Bu ¢alismada iki Taraxacum tirtintn (Taraxacum
mirabile ve Taraxacum farinosum) antioksidan, mutajenik ve
antimutajenik Ozellikleri arastirildi. Antioksidan 6zellikler;
DPPH radikal siiptirme, indirgeme giicii (CUPRAC ve FRAP)
ve fosfomolibdenyum yontemlerini igeren farkli test sistemleri
ile aragtirildi. Ayni zamanda toplam fenolik ve toplam flavonoit
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igerikleri de bildirildi. Mutajenik ve antimutajenik aktiviteler
Ames yontemi ile test edildi. Taraxacum tiirlerinin orta diizeyde
antioksidan ve ortadan giiglitye degisen oranlarda antimutajenik
aktiviteye sahip oldugu goriildii. Buna ragmen tiirler mutajenik
bulunmadi. T. mirabile’nin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri
(23.43 mgGAE/g ekstre ve 4.58 mgRE/g ekstre) T. farinosumdan
(17.54 mgGAE/g ekstre ve 3.37 mgRE/g ekstre) daha yiiksek
oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Taraxacum mirabile, Taraxacum farinosum,

antimutajenik, farmasotik

GIRIS

Diinya iizerinde var oldugu tahmin edilen yaklagik 500.000
bitki tiiriiniin, ¢ok kiigiik bir yiizdesi (% 1-10) hem insan
hem de diger hayvan tiirleri tarafindan yiyecek olarak
kullanilmaktadir. Daha fazlasinin da ila¢ olarak kullanilmas:
olasidir (1, 2). Tedavi maksadiyla kullanilan bitkilerin
miktar1 antik ¢agdan beri devamli bir artig gostermektedir
(Mezopotamya uygarliginda 250 civarinda iken, Arap-Fars
uygarligi doneminde bu say1 4000 civarindadir)(3). Dogal
olarak yetisen ve halk arasinda sifali otlar olarak adlandirilan
bir¢ok bitkisel drogun, ¢esitli hastaliklara karsi eskiden oldugu
gibi giiniimiizde de yaygin sekilde kullanildig: bilinmektedir
(4). Bu durumu destekler nitelikte, tedavi amaciyla kullanilan
bitkilerin sayis1 19. Yiizyilda yaklagik 13000 iken, bu sayinin
20. Yiizyilda ise 20000 civarina ulastig1 belirtilmektedir (3).

Taraxacum cinsi, Asteraceae familyasina ait Cichorioideae alt
familyasindan Lactuceae tribinin bir iiyesidir. Kuzey yarim
kiirenin sicak bolgelerinde genis yayilis gostermektedir.
Taraxacum (Compositae= Asteraceae) cinsinin tilkemizdeki
toplam tiir sayis1 49, takson sayisi ise 54’tlir. Taraxacum
cinsine ait bitkiler uzun sitiredir tibbi amagli olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin kullanilisgina iligkin ilk bilgi,
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bu cinsin Grek¢eden koken alan inflamasyon anlamina
gelen “taraxis” ve tedavi edici anlamina gelen “akeomai”
kelimelerinden olusan isminde belirtilmistir. Tedavi amagh
kullanimina ait ilk bulgular, 10. ve 11. yiizy1l Arap fizik¢ileri
tarafindan oOzellikle karaciger ve dalak rahatsizliklarinda
kullanildig yolundadir. 16. yiizyilldan bu yana Almanya, Bat1
dinyasinda Taraxacum’un kullanimina ait en genis kayitlar:
elde etmistir. Alman fizik¢i ve botanik¢i Leonhard Fuchs,
dispepsi, mide eksimesi, hepatit ve anoreksi, gut hastalig,
diyare, su toplanmasi, dalak ve karaciger sikayetlerinde
bu bitkinin kullanimini tanimlamistir. Avustralya yerlileri
olarak da bilinen Aborjinler tarafindan halk tibbinda,
bitkinin kokiinden ve kendinden yapilan infiizyonlar ve
dekoksiyonlar; bobrek rahatsizliklari, dispepsi ve mide
eksimesi tedavisinde kullanilmistir (5). Ayrica bu drog, kan
temizleyici olarak diisiiniilmis, geleneksel tipta egzama ve cilt
rahatsizliklarinin yaninda eklem ve romatizmal hastaliklarin
tedavisinde de uygulanmistir (6). Tiim bitkiden hazirlanan
dekoksiyon, Meksikada geleneksel olarak Diabetes mellitus
hastaliginin kontroliinde kullanilmaktadir (7). Geleneksel
Turk tibbinda bu bitki, laksatif, dituretik ve kuvvetli anti
diabetik olarak uygulanmaktadir (8). Geleneksel Cin
tibbinda Taraxacum bazi bitkilerle kombine edilerek; hepatit
tedavisinde, st solunum yollar1 enfeksiyonlarinda, zatiirre
ve bronsit gibi vakalarda immun sistemin gii¢clendirilmesinde
ve gogis agrilarinin  baskilanmasinda kullanilmaktadir
(5, 9). Taraxacum tirlerinin tedavi edici Ozelliklerinin
seskiterpenlerden, kismen de act maddelerden kaynaklandig:
yapilan detayli aragtirmalar ile ortaya konmustur (10).
Farmasotik  kullaniminin ~ disinda, ¢esitli  Taraxacum
tiirlerine ait ¢icek durumlari, yapraklar ve kokler gida
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle geng yapraklar salatalarda
kullanilirken, ac1 tada sahip kokler kavrulmak suretiyle kahve
gibi de tiiketilmektedir. Ayrica bu bitkilerden elde edilen bazi
ekstrelerin alkollii i¢kiler, dondurulmus tathilar, firinlanmis
rtinler, sekerlemeler, pudingler ve peynirlere aroma verici
olarak ilave edildigi de bildirilmistir (11, 12).

Uzun siiredir geleneksel tip alaninda tedavi edici olarak
kullanilmasina ragmen Taraxacum, kullanimi daha ¢ok
deneyimlere dayanan ve bilimsel kullanimi tamamen
aydinlatilmamus bir bitki grubudur (13). Pek ¢ok Taraxacum
tirtiniin ditiretik, safra salgilama, anti-inflamatuvar, anti-
oksidan, anti-karsinojenik, analjezik, anti-hiperglisemik,
anti-koagiilant/anti-trombotik ve prebiotik aktiviteleri
(10) ile ilgili ¢alismalar bulunmasina ragmen; yaptigimiz
literatiir taramalarina gore iilkemiz i¢in endemik olan
Taraxacum mirabile Wagenitz ve Taraxacum farinosum

Hausskn. Et. Bornm tiirleri ile ilgili yapilmis detayl

bir mutajenite, antimutajenite ve antioksidan aktivite
¢aligmast bulunmamaktadir. Dolayisi ile bu ¢alisma, bu iki
bitki tiiriiniin mutajenite, antimutajenite ve antioksidan
aktivitelerinin degerlendirilmesine iliskin ilk rapor olma
niteligini tasgimaktadir.

GEREC ve YONTEM
Bitki 6rneklerinin toplanmasi ve ekstrelerin elde edilmesi

Bitki orneklerinden Taraxacum farinosum Hausskn. et.
Bornm. (Ornek no: EY-2145) Konya ili, Cihanbeyli ilgesi,
Tersakan Goli mevkiinin bat1 kesimlerinden; Taraxacum
mirabile Wagenitz (Ornek no: EY-2146) Aksaray ili, Eskil
ilcesi kuzey kesimi, Kiingénii mevkiinden 08.08.2010
tarihinde, bitkilerin ¢icekli doneminde toplandi. Bitkilerin
teshisi Dr. Evren YILDIZTUGAY (8. U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii) tarafindan yapildi.

Bitkilerin toprak tistii kisimlarr golgede kurutuldu ve sonra
degirmende toz haline getirildi. Toz haline gelen 6rneklerden
yaklasik 10 g tartilip soxhlet cihazinda 6 saat siireyle sirasiyla
kloroform, aseton ve metanol ile ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu. Ekstreler filtre kagidindan (Whatman mavi band)
stiziildii. Daha sonra ¢oziicli rotary evaporatorde 40°Cde
kuruluga kadar buharlastirildi. Elde edilen ham ekstreler
analizlere kadar -4°Cde saklandi1 (TMM: T. mirabile metanol,
TMA: Aseton; TMK; Kloroform ekstresi; TEM: T. farinosum
metanol, TFA: Aseton; TFK: Kloroform ekstresi).

Mutajenite/ Antimutajenite testi

Calismada  kullanilmak  {izere mutant  Salmonella
typhimurium test suslar1 TA98 ve TA 100 Selguk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvarindan temin edildi. Bu suslardan TA98 cerceve
kaymas1 mutasyonlarin: tespit ederken, TA100 susu ise baz
cifti degisimi mutasyonlarini belirlemede kullanilmaktadir.
T. mirabile ve T. farinosum ekstrelerinin toksik dozlarinin
belirlenmesi amaci ile Dean ve ark. (14) tarafindan belirlenen

yontem kullanildi.

Ekstrelerin potansiyel mutajenik etkilerini belirlemek
amac1 ile Salmonella/mikrozom test sistemi kullanildi.
Caliygmada Maron ve Ames (15) tarafindan onerilen plak
inkorporasyon yontemi uygulandi. Mililitresinde yaklasik
1-2x10°bakteri iceren gecelik taze bakteri kiiltiirtinden 100
ul, S9 karisimindan 500 ul (veya 500 pl fosfat tamponu) ve
son olarak farkli dozlarda bitki ekstrelerinden 100 ul alinarak,

45°Cde bekletilen 2.5 ml hacimdeki iist agara eklendi.
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Kisa stireli calkalama igleminin ardindan karigim onceden
hazirlanan minimal glukoz agarli plaklara dokiildii ve hizl
bir sekilde cevrilerek ylizeye yayildi. Katilasmanin ardindan
plaklar 37°Cde 48-72 saat inkiibe edildi (16). Bu siirenin
sonunda plaklardaki geri donen (revertant) koloniler sayilarak
kaydedildi. Calisma esnasinda pozitif kontrol plaklar: olarak
S9 yoklugunda TA98 susu i¢in 4-nitro fenilendiamin (4-
NPDA) ve S9 varhiginda 2-aminofloren (2-AF) kullanildi.
TA100 susu i¢in S9 yoklugunda sodyum azid (SA) ve S9
varliginda 2-aminoantrasen (2-AA) kullanildi. Negatif kontrol
plaklar1 olarak ekstrelerin ¢oziildiigii dimetilstilfoksit igeren
plaklar da hazirlandi. Sadece bakteri igeren revertant plaklar
da ayrica hazirlandi. Test edilen ekstrelerin S. typhimurium
TA 98 ve TA 100 tizerinde herhangi bir mutajenik etkisinin
olabilmesi icin, her ekstre ile eszamanli olarak hazirlanan
kontrol plaklarindaki (0 dozu) koloni sayisinin; maksimum
sayilarmnin iki katindan fazla veya iki katina yakin degerlerde
olmasi gerekmektedir (15).

Antimutajenite deneyinde ise iki test susu tizerinde mutajen
oldugu bilinen maddelerin, mutajenik etkilerinin bitki
ekstreleri tarafindan inhibe edilme oranlari belirlenmektedir.
Bu amagla Maron ve Ames (15) tarafindan onerilen ve
Zengin ve ark. (17) tarafindan modifiye edilmis yontem
kullanildi. Kisaca; 100 pl bakteri kiltiirti (1-2x10° bakteri/
ml), 100 pl farkli dozda bitki ekstresi, 100 ul pozitif mutajen
¢ozeltisi ve 500 pl S9 karisimi ya da fosfat tamponu (S9suz
deney igin), 2.5 ml Ust agar icerisine ilave edildi. Karigim
vorteks ile ¢alkalanarak minimal glukoz agar plakalarinin
yiizeyine dokiilerek hizli bir sekilde yayildi. Plaklar 37°Cde
48-72 saat inkiibasyona birakildi ve bu siirenin ardindan
revertant koloniler sayild. Igerisinde bitki ekstresi olmayan
ve sadece bakteri ve mutajenik madde ilave edilen plaklarda
mutajenite orant %100 (yani %0 antimutajenite) olarak
belirlendi. Ekstrelerin antimutajenite oranlar1 ise [(A-
B)/(A-C)]x 100 formilii ile hesaplandi. Bu formiilde
A= Bakteri+mutajen plagindaki revertant koloni sayisy
B=Bakteri+mutajen+ekstre plagindaki revertant koloni
sayisi; C=Kendiliginden geri donen revertant koloni sayisini
(sadece bakteri plagi) ifade etmektedir (18). Buradan elde
edilen sonuglara gore % 0-25 araligindaki inhibisyon:
zayif antimutajenite veya aktivite yok; %26-40 araligindaki
inhibisyon: orta dereceli antimutajenite; %40 ve {zeri
inhibisyon: gii¢lii antimutajenite olarak belirlendi (19).

Antioksidan Kapasite Testleri
Toplam Fenolik Madde Tayini

Yontemde, ekstrelerden (2 mg/ml) 250 pl deney tiiplerine
alind1 ve sonra her bir tiipe 1ml Folin-Ciocalteu reaktifi (1:9

oraninda seyreltilmis) ilave edildi. Ardindan her bir tipe
750 pl %1’lik Na,CO, ¢ozeltisinden eklendi. Karigimlar oda
sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildikten sonra 765 nmde
absorbanslar ol¢iildii (Shimadzu UV-1800). Ayni islemler
standart olarak kullanilan gallik asit i¢in de tekrarlandi.
Bitkilerin fenolik madde icerigi ekstrede gallik asit esdegeri
(mg GAE/g) olarak verildi (20).

Toplam flavonoit madde tayini

Yontemde, ekstrelerden (1 mg/ml) 1 ml deney tiiplerine
alind1 ve sonra her bir tiipe 1ml metanolik AICL, ¢dzeltisi ilave
edildi. 10 dakika bekledikten sonra 415 nmde karigimin kore
karst absorbanst belirlendi. Ayni islemler standart flavonoit
olan rutin i¢in de yapilarak rutine ait kalibrasyon egrisi
¢izildi. Sonugta ekstrelerin toplam flavonoit madde icerikleri
ekstrede rutin es degeri (mg RE/g) olarak verildi (20).

DPPH radikal
belirlenmesi

giderme (siipiirme) aktivitesinin

Ekstrelerin DPPH radikalini stipiirme aktivitesi Zengin ve
ark. (20)a gore yapildi. Metanolik DPPH ¢6zeltisi %0.004’litk
olacak sekilde hazirlandi. Ekstrelerin 1 mlsi hazirlanan
DPPH ¢ozeltisinin 4 mlsi ile karigtirildi. Tipler agizlar:
kapatilip kuvvetlice karistirildiktan sonra oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar
517 nmde okundu. Ayni islemler troloks i¢in de yapildi ve
ekstrelerin DPPH radikalini stiptiriicii aktiviteleri ekstrede
troloks esdegeri olarak verildi (mgTEs/g).

FRAP testi

FRAP testinin uygulanmasinda oncelikle FRAP reaktifi
hazirlandi. FRAP reaktifi, 0.3 M, pH’s1 3.6 olan asetat
tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl,’tin 10:1:1 oraninda
karistirilmasi ile hazirlandi. Ekstrelerin 0.1 mlIsi hazirlanan
FRAP reaktifinin 2 mlsi ile karigtirild: ve oda sicakliginda
30 dakika inkiibasyona birakildi. Karigimlarin absorbanslar:
593 nmde okundu. Testin sonuglar ekstrede troloks esdegeri
olarak degerlendirildi (mgTE/g)(20).

CUPRAC testi

Yontemde ekstrelerden 0.5 ml alind1 ve her bir deney tiipiine
1 ml CuCl,.2H,0 (10 mM), 1 ml amonyum asetat (1 M; pH:7)
ile 1 ml neokuproin (7.5 mM) ¢ozeltileri eklendi. Tiipler
agizlar1 kapali bir bi¢imde oda sicakliginda karanlikta 30
dakika bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar1 450 nmde
okundu. Testin sonuglar1 ekstrede troloks esdegeri (mgTE/g)
olarak yorumlandi(20).
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Fosfomolibdat testi

Bu yontemde 2 mg/ml konsantrasyonunda ekstrelerden 0.3
ml bir tiipe alindi ve bunun iizerine reaktif ¢ozeltisinden
(0.6 M H,SO,, 28 mM Na HPO,.12H,0 ve 4 mM amonyum
molibdat) 3 ml eklendi. Tipler kuvvetlice karistirilip
95°Cde 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
¢ozeltilerin absorbanst 695 nmde okundu. Ayni islemler
standart antioksidan olarak kullanilan troloks i¢in de yapildu.
Antioksidan aktivite ekstrede troloks esdegeri (mgTE/g)
olarak hesaplandi(20).

Istatistik degerlendirme

Biitiin testler #i¢ tekrarli deneyler yapilarak gergeklestirildi

ve sonuglar li¢ tekrarli deneylerin ortalamasi ve standart
sapmasi olarak verildi. Sonuglar arasindaki anlamlilik testleri
SPSS v22. programi kullanilarak ANOVA varyans analizi
yardimiyla %95 giiven aralig1 secilmek suretiyle (a=0.05)
Tukey testiyle belirlendi.

BULGULAR VE TARTISMA
Mutajenik/Antimutajenik 6zellikler

Calismalarda her iki bitkiye ait ekstrelerin toksik olmayan
dozlar1 yani 1000, 100 ve 10 pg/plak dozlar kullanildi. Plak
inkorporasyon yontemi kullanilarak, S9 enzimleri varliginda
ve yoklugunda yapilan mutajenite testi sonuglart Tablo 1de
verildi.

Tablo 1. T. mirabile ve T. farinosum ekstrelerinin mutajenik potansiyellerinin degerlendirilmesi

Konsantrasyon (ug/plak)

His'revertant sayilari (revertant/plak)

TA 98 TA 100
S9 (-) S9 (-) S9 (-) S9 (-)

*Negatifkontrol 100 pl/plak 22+1a 40+8a 118+6a 115+6a
Pozitifkontrol 744+98b 4803+109b 1855+177b 3878+159b

0 26+4a 40+5a 122+9a 115+16a

1000 26+3a 37+1a 116+20a 146+7a

TMM 100 23+3a 39+6a 103+7a 118+8a

10 23+3a 45+16a 115+3a 128+1a

1000 27+5a 49+11a 93+13a 147+5a

TMA 100 24+5a 36+6a 111+11a 104+3a

10 23+2a 43+3a 112+8a 110£11a

1000 25+5a 44+8a 130£15a 132+4a

TMK 100 24+5a 46+8a 107+13a 148+8a

10 22+2a 34+8a 109+15a 129+0a

1000 22*1a 40+14a 124+16a 102+12a

TFM 100 23+2a 47+2a 125+25a 120+9a

10 20*1a 44+0a 109+7a 106+15a

1000 27+5a 41+8a 100+£18a 121+£5a

TFA 100 22+3a 53+9c¢ 96+4a 124+14a

10 20+1a 60+0c 119+8a 101+1a

1000 24+5a 40+4a 116+22a 130+1a

TFK 100 25+2a 42+6a 130£19a 113+3a

10 22+1la 47+2a 132+1a 111+11a

TMM: T. mirabilem etanol, TMA: aseton; TMK: Kloroform ekstresi
TEM: T. farinosumm etanol, TFA: aseton; TFK: Kloroform ekstresi

" Negatif kontrol: DMSO (100 wl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 igin S9 varliginda ve yoklugunda negatif kontrol olarak

kullanilda.

" Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 pg/plak) TA98 susu i¢in S9 varhiginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 pg/plak)

TA98 susu i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

2-Aminoanthracene (5 pg/plak) TA100 susu i¢in S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; Sodium azid (5 pug/plak) TA100 susu

i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanild1.

¢ Ayni stitundaki farkl harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).

His* revertant: Histidin sentezleme yetenegini tekrar kazanarak geri donen bakteri.
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Elde edilen bulgulara gore bitki ekstreleri; negatif kontrol
plag1 ile kiyaslandiginda mutajenitenin gostergesi olan
herhangi bir revertant koloni sayist artig1 gostermedi. Dozlar
aras1 herhangi bir iliskinin olup olmadigini ortaya koymak
amaciyla, her iki bitkiye ait ekstrelerin ti¢ farkli dozda
denemesi yapildi. Biitiin test konsantrasyonlarinda ekstreler,
spontan revertantlarin iki kati veya daha fazlasi bir koloni
says1 artis1 gostermedi. Sonug olarak T. farinosum ve T.

mirabile ekstreleri, S9 enzimleri varliginda ve yoklugunda

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 tizerine herhangi bir
mutajenik etki gostermedi. Bu sonuglar, bu bitki ekstrelerinin
insanlar tarafindan kullaniminin giivenli olabilecegini ve
daha ileri tibbi arastirmalarda kullanilabilecegini gosterdi.

Her ekstrenin antimutajenik etkisi; plak bagina diigsen
revertantlarin ortalamalari, standart sapmalar1 ve bilinen
%
degerlendirilerek belirlendi. Azalan revertant koloni sayilar:

mutajenlere kars1 belirlenen inhibisyon oranlar

ve antimutajenite oranlar1 Tablo 2'de verildi.

Tablo 2. Taraxacum ekstrelerinin bilinen mutajenlere karst TA98 ve TA100 suslar1 iizerinde (S9 varliginda ve yoklugunda)

belirlenen % inhibisyon oranlar1 ve revertant koloni sayilari

Konsant- His*revertant sayilari (revertant/plak)
::;’/’;i;k) TA 98 TA 100
S9 (-) %inhibisyon  S9(+)  %inhibisyon S9 (-) %inhibisyon S9 (+) %inhibisyon
tNegatif 100 pl/ 48+5a 115+6a
kontrol  plak 40+8a 146+4a
"Pozitif 898+39b 0 0 0 0
kontrol 4803+109b 2897+142b 4042+159b
0 49+6a 40+5a 140+9a 115+16a
1000 601+39¢ 35 3447+82c¢ 28 1691+201c 44 3144+189c 23
TMM 100 718+1b 21 3579+179¢ 26 1759+62c 41 3349+130c 18
10 781+88b 14 3784+143d 21 1803+46¢ 40 3712+288c 8
1000 660+11c 28 3131+114c 35 1851+124c¢ 38 3425+212c¢ 16
TMA 100 777+62b 14 3464+416¢ 28 2027+151bc 32 4417+158b
10 761+25b 16 4046+74b 16 2129+133bc 28 4882+169d
1000 705+63bc 23 2725+275e 44 1845+66¢ 38 2384+78e 42
TMK 100 759+81bc 16 3396+35¢ 30 2000+108bc 33 3431+192c 16
10 946+39d 0 3772+42d 22 1900£173c¢ 36 3508+185c 14
1000 797+85bc 12 2079+158f 57 1885+115¢ 37 2244+112e 46
TFM 100 784+92bc 13 3156+62c 35 1762+90c 41 2478+180e 40
10 731+13bc 20 3757+290d 22 1911+86¢ 36 3297+151c 19
1000 681+21c 26 3234+128c 33 1686+98¢ 44 2238+134e 46
TFA 100 716+21bc 21 3750+223d 22 1644+50c 46 3112+122c¢ 24
10 803+85b 11 4050+258b 16 2122+72bc 28 3231+148c 21
1000 746+21bc 18 3278+214c 32 1801+85¢ 40 1645+73f 61
TFK 100 766+77b 16 3688+145d 23 1927+40c 35 1834+82f 56
10 822+72b 9 4647+162b 3 2108+132bc 29 3119+211c 24

TMM: T. mirabile metanol, TMA: aseton; TMK; Kloroform ekstresi; TEM: T. farinosum metanol, TFA: aseton; TFK: Kloroform ekstresi
"Negatif kontrol: DMSO (100 wl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1igin S9 varliginda ve yoklugunda negatif kontrol olarak kullanildi.

" Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 ug/plak) TA98 susu igin S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 pg/plak)

TA98 susu i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

2-Aminoanthracene (5 pg/plak) TA100 susu i¢in S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildi; Sodium azid (5 ug/plak) TA100 susu

i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

sbedef. Ayny stitundaki farkl harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).
His* revertant: Histidin sentezleme yetenegini tekrar kazanarak geri donen bakteri.
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TA98 susu tizerinde sadece TMM ve TMA ekstreleri 1000 pg/
plak dozlarinda 4-NPDAYya karst S9 enzimleri yoklugunda
sirastyla %35 ve %28 oranlarinda inhibisyon gostererek orta
dereceli bir antimutajenik aktivite ortaya koydu. Bunlarin
disinda kalan ve her iki bitkiye ait ekstreleri 4-NPDAya
karsi TA98 susu lizerinde zayif antimutajenik etki gosterdi.
Ortama s9 enzimlerinin eklenmesi ile 6zellikle TFM ve
TMK  ekstreleri 1000 pg/plak konsantrasyonda 2-AF’ye
kars1 sirasiyla %57 ve %44 inhibisyon gostererek giigli
antimutajenik aktivite sergilediler. TMM, TMA, TFA ve TFK
ekstreleri ayn1 dozlarda orta dereceli antimutajenik aktivite
gosterdiler (sirastyla %28, %35, %33 ve %32). TA100 suslar1
degerlendirildiginde, TMM ekstresinin S9 yoklugunda 1000
ve 100 pg/plak dozlarinda %41 ve %44 inhibisyon oranlari ile
gliclii antimutajenik oldugu tespit edildi. TFM ekstresi 100
ug/plak ve TFA ekstresi ise 1000 ve 100 pg/plak dozlarinda
%40’1n tizerinde bir oranla SAnin mutajenik etkisine kars:
gliclii antimutajenite ortaya koydular (sirasiyla %41, %44 ve
%46). Bubahsi gecen ekstrelerin disinda kalan biitiin ekstreler
SA ya karst %28 den %40’a varan oranlarda orta dereceli
antimutajenik aktivite gosterdi. Test ortamina metabolik
ozellikle TMK
ekstresinin 1000 pg/plak dozu harig, diger TM ekstrelerinde

aktivasyon enzimlerinin eklenmesiyle
onemli derecede bir aktivite kaybinin oldugu gériildii. Buna
ragmen TFM ve TFA ekstreleri en yiiksek konsantrasyonda
2-AAye karst %46 oraninda inhibisyon gostererek giiglii
antimutajenik olarak nitelendirildi. TFK ekstresinde ise 1000
pg/plak dozunda en yiiksek aktivite olarak %61 oraninda
inhibisyon belirlendi. Ayni sekilde metabolik aktivasyon
enzimlerinin ilavesi 100 pg/plak konsantrasyonda %35
olan aktiviteyi %56’ya tastyarak 2-AAya karsi giiclii bir
antimutajenik aktivite gosterdi.

Yapilan bir ¢alismada Takasaki ve ark. (21), T. japonicum
kok su ekstresinin farelerde, farkli tipte 6ncti maddeler ile
indiiklenen iki kademeli karsinojenez olan cilt kanserine karst
baslama ve artis dénemlerinde inhibitér etki gosterdigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢calismalarinin ikinci kisminda
ise T. japonicumdan izole edilen 11 triterpenin etkisini in
vivo olarak arastirmuglardir. flerleyen bu iki kademeli testte,
taraksasterol ve tarakserol fare cilt timori karsinojenezinde
giiglii bir inhibe edici etki gdstermistir. {laveten taraksasterol
100 ml igme suyunda 2.5 mg konsantrasyonda agiz yoluyla
verildigi durumda kendiliginden olusan meme tiimériine
kars: fark edilir derecede inhibe edici etki gostermistir (22).
Choi ve ark. (23) tarafindan yiriitiilen diger bir calismada T.
coreanunrdan izole edilen taraksinik asit (taraksasinik asit-
1-O-B-D glukopiranositden tiirevlenen) kanser hiicrelerine
kars1 anti kanser etkisi yoniiyle arastirilmis ve 34.5-135.9 uM

konsantrasyonlarda, HL-60 hiicrelerinde 6nemli derecede
sitotoksitite gosterdigi bildirilmistir. Bunun aksine Ko ve ark.
(24), T. mongolicum’un liyofilize etanol ekstresinin, insan
AGS gastrik kanser hiicrelerinde, hiicresel biiylime iizerine
herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Ames testi
ile yapilan ¢alismamizda T. farinosum ve T. mirabile ekstreleri
mutajenik bulunmamuigtir. Bu nedenle yapilan antimutajenite
calismalarinda ise T. farinosum ve T. mirabile ekstrelerinin
orta degerden giigliye varan derecelerde antimutajenik
aktiviteye sahip olduklar1 saptanmigtir. S9 metabolik
aktivasyon enzimleri bazi durumlarda aktivite artisina
neden olurken bazi aktivitelerde diisiise neden olmustur.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ile daha 6nce farkli
Taraxacum tiirleri ile yapilan antikarsinojenite ¢aligmalarinin
sonuglari ile uyum gostermektedir. T. farinosum ve T. mirabile
ekstrelerinin ¢erceve kaymasi ve baz cifti mutasyonuna
neden olan mutajenlere karst dogal antimutajenik ajanlar
olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Antioksidan Kapasite

Antioksidan kapasite tizerine literatiirlerde ¢ok fazla sayida
yontem tanimlanmis olmasina ragmen antioksidan kapasiteyi
tiimiiyle yansitan tek bir yontem heniiz mevut degildir. Bu
baglamda, farkli mekanizmalara sahip yontemler kullanilarak
ortaya c¢ikan tablonun yorumlanmasi ile antioksidan
kapasite hakkinda daha dogru bir yargiya ulasilabilecegi
belirtilmektedir(25). Bu amagla calismamizda Taraxacum
tiirlerinin metanol ekstrelerinin antioksidan kapasitesi i¢in,
serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH testi), indirgeme
gilici (CUPRAC ve FRAP testleri) ve fosfomolibdat testleri
kullanildi. Ayrica ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit
icerikleri de hesaplandi. Antioksidan kapasite sonuglar
Tablo 3'de gosterilmistir. Antioksidan kapasite sonuglarina
bakildiginda T. mirabile metanol ekstresinin daha giiglii
antioksidan etkiye sahip oldugu soylenebilir. Ornegin, DPPH
radikali stipiiriicli aktivitesi T. mirabile igin 48.63 mgTE/g
ekstre iken bu deger T. farinosum igin 38.33 mgTE/g ekstredir.
DPPH radikali bitkisel ekstrelerin veya sentetik bilesiklerin
radikal siiplirme aktivitelerinin degerlendirilmesinde en
sik kullanilan radikaldir ve antioksidan bilesiklerin DPPH
radikaline hidrojen veya elektron aktarmasi sonucu mor
renkli radikalin rengindeki agilmanin spektrofotometrik
olarak ol¢iilmesine dayanir. Indirgeme giicii antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir
ve bu amagla CUPRAC ve FRAP testleri gerceklestirilmistir.
Indirgeme giicii agisindan da her iki test sisteminde T.
mirabile (CUPRAC i¢in 85.21 mgTE/g ekstre ve FRAP icin
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58.87 mgTE/g ekstre) T. farinosum’a (CUPRAC icin 64.46
mgTE/g ekstre ve FRAP icin 34.03 mgTE/g ekstre) kiyasla
daha aktiftir. Fosfomolibdat testi son yillarda kullanilan
reaktiflerinin ucuzlugu ve basitliginden dolayr siklikla
kullanilan testlerden biridir. Test sisteminde asidik ortamda
antioksidan bilesiklerin Mo (VI)’nin Mo (V)% indirgenmesi
ve olugsan kompleksin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine
dayanir. Diger antioksidan test sistemlerini dogrular
nitelikte, bu test sisteminde T. mirabile daha gii¢lii etkinlige
sahiptir. Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri
sirasiyla Folin-Ciocalteu ve AICI, yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. Her iki i¢erik agisindan da T. mirabile ekstresi
daha zengindir. Toplam fenolik icerik T. mirabile ekstresinde

23.43 mgGAE/g iken T. farinosum'da 17.54 mgGAE/g olarak
bulundu. Benzer sekilde toplam flavonoid igerik T. mirabile
i¢in 4.58 mgRE/g iken T. farinosumigin 3.37 mgRE/g olarak
tespit edilmistir. Bu noktadan hareketle, T. mirabile i¢in
gozlenen giiglii antioksidan aktivite fenolik bilesiklerin
daha yiliksek miktarda bulunmasi ile agiklanabilir. Fenolik
bilesikler antioksidanlarin en 6énemli gruplarindan biri olup
biinyelerinde bulundurduklar: hidroksil gruplar1 ve kararh
kimyasal yapilar1 ile giiclii antioksidan etkinliklere sahiptirler
(26). Yapilan bir¢ok c¢aliymada toplam fenolik igerik ve
antioksidan kapasite arasinda giiglii bir pozitif korelasyonun
varlig1 ortaya konulmustur (27-29). Calismamizin sonuglar:
da bu durumu dogrular niteliktedir.

Tablo 3. Taraxacum turlerinin metanol ekstrelerinin antioksidan 6zellikleri

Antioksidan parametreler T. mirabile T. farinosum
Toplam fenolik icerik (mgGAE/g ekstre) 23.43+0.35° 17.5440.23
Toplam flavonoit igerik (mgRE/g ekstre) 4.58+0.20 3.37+0.07
DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi (mgTE/g ekstre) 48.63+016 38.33£0.70
CUPRAC aktivitesi (mgTE/g ekstre) 85.21+0.78 64.46%2.19
FRAP aktivitesi (mgTE/g ekstre) 58.87+0.97 34.03+1.04
Fosfomolibdat aktivitesi (mgTE/g ekstre) 148.56+4.43 102.03+1.44

* Ug paralel 8l¢iimiin ortalamasi + standart sapma. GAE: gallik asit esdegeri; RE: rutin egdegeri; TE: trolox egsdegeri

Literatiir taramast yapildiginda Taraxacum tyelerinden
ozellikle T
aragtiricilar tarafindan degerlendirilmistir. Hagymasi ve ark.

officinalenin  antioksidan Ozellikleri bazi

(30), T. officinale ekstresinin Wistar farelerinin karaciger
mikrozomal enzimleri izerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Karaciger mikrozomlar;, NADPH ve ADP-Fe2* varliginda
inkiibe edildiklerinde lipit peroksidasyona karsi asiri
duyarhidirlar. Hem kok hem de yaprak ekstreleri, enzimatik
olarak indiiklenmis lipit preoksidasyonu azaltmis ve NADPH
varliginda ve yoklugunda sitokrom cyi indirgemistir.
Arastiricilar bir diger ¢aligmalarinda, bitkinin liyofilize

edilmis kok ve yaprak ekstrelerinin; hidrojen verme yetenegi,

indirgeyici gii¢ 6zelligi, radikal siiptirme kapasitesini ortaya
koymuslardir. Yiiksek polifenol igeriginden dolay: yaprak
ekstresi, kok ekstresi ile kiyaslandiginda hidrojen vericiligi,
hidrojen peroksit siipiirme kapasitesi ve indirgeyicilik
yoniinden daha etkili bulunmugtur (31).

Popovic ve ark. (32), T
ekstrelerini antioksidan/pro-oksidan aktiviteleri yoniinden

officinale bitkisinin ¢esitli

degerlendirmislerdir. Bitkinin kok, govde, yaprak ve gicek
ekstreleri hem CCI, veya fullerenol ile kombine edilmis
hem de tek baslarina, Fe?* ve askorbik asit ile inditklenmis
lipozomal lipit peroksidasyon yoniinden incelenmistir.
CCl, ile kombine edilmis ¢igek etil asetat ekstresi, hem
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tek hem CCl, ile kombine edilmis gévde su ve kloroform
ekstresi ve hem CCl, ile kombine edilmis hem de edilmemis
kok su ekstresi hari¢ geri kalan ekstrelerde antioksidan
aktivite gozlenmistir. Fullerenol, biitiin kombine edilen
ekstrelerde antioksidan aktivite gostermistir. Hu ve Kitts
(33) galigmalarinda, T. officinale ¢igek ekstresinin 6zellikle
de etil asetat fraksiyonunun, reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
stiptirdigtinii ve in vitro olarak DNAy1 ROS indiiklenmis
zarardan korudugunu ortaya koymuslardir. Oksidatif stresin
engellenme nedeni olarak luteolin ve luteolin 7-O-glukozit
gosterilmistir. Bagka bir ¢alismada Kaurinovic ve ark. (34),
hidroksil radikalleri tiretiminin en etkili inhibisyonunun, T.
officinale ¢igek etil asetat ve su ekstreleri ile kok su ekstresi
tarafindan  gergeklestigini

bildirmislerdir. Belirgin bir

inhibitor etki yaprak ekstrelerinde de gozlenmistir.

Natural two Taraxacum species effective against frameshift
and base pair substitution mutations: mutagenic, antimuta-
genic and antioxidant evaluation

ABSTRACT

Plant or plant products have gained increasing importance in
pharmacology and food industries in recent years due to their
lower toxicity and side effects. The genus Taraxacum belonging
to Asteraceae family have been used in traditional medicine
since ancient times. In this study, antioxidant, mutagenic and
antimutagenic properties of two Taraxacum species name-
ly T. mirabile and T. farinosum were investigated. Antioxidant
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